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(57) Abstract 

The invention discloses ribosome inactivating proteins (RIPs) with two chains, which are not toxic in die extra-cellular environment, 
of plant origin, and capable of interacting with ribonucleic acid and causing the inhibition of die biosynthesis of proteins in cellular systems, 
said proteins being comprised of two chains A and B, chain A having a N-glucosidase activity of die ribosomal ribonucleic acid, and 
chain B having a lectine activity, both chains being joined by disulphide bridges. Among said proteins, Nigrine b isolated from bark of 
Sambucus nigra L., basic Nigrine 1 isolated from the leaves of Sambucus nigra L., Ebuline 1 isolated from leaves of Sambucus ebulus L. 
and Racenosine b isolated from the bark of Sambucus racemosa L. are mentioned. Said proteins find application as inactivators of the 
rebonucleic acid and as inhibitors of the protein synthesis, and are potentially useful in the therapy of cancer and AIDS. 



(57) Resumen 



Se describen proteinas inactivadoras de ribosomas (RIPs) de dos cadenas, no toxicas en el ambito extracelular, de origen vegetal 
capaces de interaccionar con el acido ribonucleico y de provocar la inhibition de la bioslntesis de proteinas en sistemas celulares y 
constituidas por dos cadenas A y B, de las cuales la cadena A posee actividad N-glucosidasa del acido ribonucleico ribosomico y la cadena 
B posee actividad de lectina, unidas por puentes disulfuro. Entre dichas proteinas pueden mencionarse la Nigrina b aislada de la corteza de 
Sambucus nigra L., la Nigrina 1 basica aislada de las hojas de Sambucus nigra L., la Ebulina 1 aislada de hojas de Sambucus ebulus L. y la 
Racemosina b aislada de la corteza de Sambucus racemosa L. Dichas proteinas tienen aplicacion como inactivadoras del acido ribonucleico 
e inhibidoras de la smtesis de proteinas con potencial utilidad en la terapia del cancer y del SJDA. 
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TITULO DE LA INVENCION 

PROTEINAS INACTIVADORAS DE RIB0S0MAS (RIPS) DE DOS CADENAS NO 
TOXICAS, PROCEDIMIENTO PARA SU PREPARACION Y APLICACIONES 

5 CAMPO TECNICO DE LA INVENCION 

La presente invenci6n se encuadra dentro del 
campo tecnico de las protelnas inactivadoras de ribosomas 
(RIPs) las cuales impiden el funcionamiento ribos6mico de 
manera catalltica por inactivaci6n del acido ribonucleico. 
10 De forma mas especifica, la presente invencion 

se refiere a nuevas RIPs de dos cadenas no t6xicas con 
potencial aplicaci6n en la terapia del cancer y del 
slndrome de inmunodef iciencia adquirida (SIDA) . 

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR A LA INVENCION 

15 En el reino vegetal existen algunas especies 

que contienen actividades inhibidoras de la biosintesis de 
protelnas en sistemas derivados de organismos eucariontes, 
que son de naturaleza prot6ica y que a la espera de una 
definici6n bioquimica precisa se conocen con el nombre de 

20 protelnas inactivadoras de ribosomas (RIPs) ( Gasper i- 

Campani y cols., Biochem. J. 186 , 439-441 [1980]; Gasperi- 
Campani y cols., J.Nat. Prod. 48. 446-454 [1985]; Ferreras 
y cols., Cell. Mol. Biol. 35 . 89-95 [1989; Merino y 
cols. . J.Exp. Bot. 41. 67-70 [1990]; Girbes y cols., 

25 Cell. Mol. Biol. 38 . 803-812 [1992]; Citores y cols., Cell. 

Mol. Biol. 39 . 885-995 [1993]; Stirpe y cols . , Biotechnology 
10j. 405-412 [1992]; Citores y cols., FEBS Lett. 329. 59- 
62 [1993]. Estas protelnas pueden ser de una cadena 
polipeptidica (de tipo 1), de dos cadenas polipeptidicas 

30 (de tipo 2) o de cuatro cadenas polipeptidicas (de tipo 4) 
(Citores y cols., FEBS Lett. 329 . 59-62 [1993]). Las de una 
cadena polipeptidica son N-glucosidasas del acido ribonu- 
cleico ribosdmico (Stirpe y cols. Nuc.Acid Res. 16. 1349- 
1357 [1988]), mientras que las de dos cadenas tienen una N- 

35 glucosidasa del acido ribonucleico ribos6mico (cadena A) y 
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una lectina (cadena B) (Stirpe y cols., Biotechonology 10 . 
405-412 [1992]) que habitualmente reconoce restos de 
galactosa y sus derivados . Las proteinas de cuatro cadenas 
estan formadas por dos dimeros del Tipo A-B (equivalentes 
5 cada uno a una mol6cula de tipo 2) (Citores y cols., FEBS 
Lett 329 , 59-62 [1993]. Estas proteinas (A y B) tienen una 
mas a molecular (Mr) entre 20000 y 34000. Las cadenas A 
impiden el f uncionamiento ribos6mico de manera catalitica 
por inactivaci6n del acido ribonucl^ico (Jimenez y Vazquez, 

10 Annu.Rev. Microbiol. 39, 649-672 [1985; Roberts y Selitren- 
nikoff, Biosc.Rep.6. 19-29 [1986]; Stirpe y Barbieri, 
FEBSL Lett. 195. 1-8; [1986]; Stirpe y Cols. Biotechnology 
10, 405-412 [1992]; Citores y cols., FEBS Lett. 329 . 59- 
62 [1993]; Girbes y cols., J.Biol . Chem. 268 . 18195-18199 

15 [1993]; Girbes y cols., Plant Mol.Biol.22. 1181-1186 

[1993]. La inactivacifin consiste en la liberaci6n de una 
adenina del ARNr mayor del ribosoma (Endo y Tsurugi, 
J. Biol. Chem. 262, 8128-8130 [1987]; Stirpe y cols. Nucleic 
Acid Res. 16. 1349-1357 [1988]; Girbes y cols., J.Bact- 

20 eriol. 175, 6721-6724; Iglesias y cols., FEBS Lett. 325. 

291-294 [1993]; Iglesias y cols., FEBS Lett. 318. 189-192 
[1993]. El papel biol6gico de estas toxinas en la planta 
que las produce es totalmente desconocido (Roberts y 
Selitrennikof f Biosc.Rep. 6 . 19-29 [1986]. Estas proteinas 

25 son inmunol6gica y quimicamente diferentes unas de otras 
aunque guardan alguna homologia secuencial en los aminoaci- 
dos del extremo aminoterminal , en particular cuando las 
toxinas pertenecen a la misma familia botanica (Montecucchi 
y cols., Int. J. Peptide Protein Res. 33. 263-267 [1989]; 

30 Arias y cols., Planta 186. 532-540 [1992]. 

El enorme interes de las proteinas inactivado- 
ras de ribosomas reside en que se utilizan en la construc- 
ci6n de inmunotoxinas para terapia del cancer (Vitetta y 
Uhr, Annu . Rev . Immunol , 3 , 197-212 [1985]; Frankel y cols., 

35 Annu. Rev. Med. 37 . 125-142 [1986]; Koppel, Bioconi .Chem. 1 . 
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13-23 [1990], Lord, Plant Phvsiol. 85 . 1-3; [1987]) y del 
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (Till y cols., 
Science 242. 1166-1168 [1988]; Ghetie y cols., Bio- 
con i .Chem, 1 , 24-31 [1990]; Kahn y cols., AIDS 4. 1197-1204 
5 [1993]; Byers y cols., AIDS 4. 1189-1196 [1992]). 

Muy recient entente se ha encontrado que al 
menos cuatro proteinas de esta familia (RIPs) poseen per se 
caracter inactivador del virus ARN HIV-1 que es el agente 
etioldgico del sindrome de inmunodeficiencia adquirida 
10 (McGrath y cols., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86 . 2844-2848 

[1989]; Lee-Huang y cols., FEBS Lett. 272. 12-18 [1990]; 
Lee-Huang y cols,, Proc .Natl .Acad Sci. USA 88. 6570-6574 
[1991]; Zarling y cols., Nature 347. 92-95 [1990]). 

Las RIPs de tipo 2 y en particular la ricina 
15 se ha demostrado ademas que poseen actividad antitumoral 
(Barbieri y Stirpe, Cancer Surv.l. 489-520 [1982]). 

Sin embargo, la utilizaci6n de las RIPs 
t6xicas de una cadena o de las RIPs t6xicas de dos cadenas 
comporta importante desventajas, tal y como se pone de 
20 manifiesto en los parrafos siguientes: 

Concretamente , las RIPs de dos cadenas 
existentes hasta el descubrimiento de la presente invencifin 
de las "RIPs de dos cadenas no t6xicas" eran: ricina, 
abrina, volkensina, viscumina y modecina [revisado en 
25 Stirpe y cols. Biotechnology 1£, 405-412 (1992)]. Las cinco 
proteinas son extremadamente t6xicas por lo que su utiliza- 
ci6n en la construcci6n de ' inmunotoxinas e inmunoconjuga- 
dos lleva a especies quimicas altamente toxicas de muy 
dificil aplicaci6n terapeutica practica. 
30 Una forma de atenuar esta toxic idad es 

administrar la inmunotoxina formada con alguna de estas 
proteinas, generalmente ricina, conjuntamente con lactosa 
para reducir asi la toxicidad inespecif ica debida a la 
parte proteinica t6xica (por ejemplo ricina) en la inmuno- 
35 toxina. La toxicidad de la inmunotoxina formada con ricina 
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bloqueada con lactosa y un anticuerpo frente a un antigeno 
de la c61ula diana es debida solo a la interaccifin de la 
parte anticuerpo de la inmunotoxina con el antlgeno y 
posterior translocaci6n de la inmunotoxina al interior 
5 celular [Spooner y Lord, Trends in Biotechnology £, 189- 
193 (1990)]. 

Para eliminar la toxicidad inespecifica de 
ricina se ha procedido a inactivar parcialmente a la ricina 
por via qulmica, por mutagenesis dirigida o simplemente 
10 formando la inmunotoxina s61o con la. cadena A de la ricina 
u otras RIPs t6xicas. Todas estas alternativas tienen como 
consecuencia la perdida parcial de actividad de la ricina 
o la RIP t6xica de que se trate [Blattler y cols., Cancer 
Cells 1j_ 50-55 (1989)]. Los experimentos mas recientes que 
15 se han publicado indican que la mejor forma de modificar la 
ricina es alterar por via quimica la interacci6n de la 
cadena B de la ricina utilizando molicula de ricina intacta 
A-B, con D-galactosa [Lambert y cols, Cancer Research 51 . 
6236-6242 (1991)]. Sin embargo la soluci6n no es buena 
20 porque reduce notablemente la actividad de la cadena A 
sobre la sintesis de proteinas de la c^lula diana [Lambert 
y cols.. Cancer Research 5_1, 6236-6242 (1991)]. 

En cuanto a las RIPs de una cadena , la mayor 
parte de ellas, aiin siendo menos t6xicas que las de dos 
25 cadenas t6xicas, son relativamente t6xicas a las dosis que 
serian necesarias para alcanzar concentraciones plasmaticas 
adecuadas a la terapia [Stirpe y Cols. Biotechnology 10 , 
405-412 (1992)]. Ademas, al ser de menor tamano que las de 
dos cadenas pueden ser atrapadas con mayor facilidad por el 
30 higado y los rinones por endocitosis fluida. For otro lado 
las RIPs de una cadena son t6xicas para los macrofagos 
[Barbieri y Stirpe, Cancer Surveys 1, 490-520 (1982)] y los 
trofoblastos [Chang y cols., Contraception .19., 175-184 
(1979) ] . 

35 Frente a los inconvenientes anteriormente 
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expuestos, las RIPs de dos cadenas no t6xicas de la 
presente invenci6n tienen la ventaja de que preservandose 
su caracter de extraordinario inhibidor de la slntesis de 
proteinas no puede entrar espontaneamente en la celula. En 
5 otras palabras, la naturaleza ha hecho ya con las RIPs de 
dos cadenas no t6xicas lo que los Bioqulmicos y Bi61ogos 
Moleculares intentan hacer con la ricina y otras RIPs de 
dos cadenas t6xicas . Por lo tanto su utilizaci6n a grandes 
dosis no ofrece el peligro que ofrecen los conjugados con 

10 ricina u otras RIPs t6xicas de dos. cadenas. Otra ventaja 
adicional es que utilizando inmunotoxinas formadas con 
RIPs de dos cadenas no t6xicas, la rotura del enlace o los 
enlaces que mantienen unidas a la RIP y al anticuerpo con 
la consiguiente liberaci6n de RIP no t6xica, no supone 

15 ningun riesgo en contraste con lo que sucederia si se 
liberase la ricina. 

Dado que las proteinas son substancias 
antigenicas poderosas, para poder abordar cualquier tipo de 
terapia con ellas es necesario disponer de una bateria de 

20 dichas toxinas lo mas amplia posible con el objeto de 
seleccionar la menos inmunorreactiva por un lado y por otro 
de poder substituir la toxina o la parte tdxica de la 
inmunotoxina segun se van desarrollando anticuerpos 
neutral izantes en el paciente. 

25 DESCRIPCT ™* tyrt&t.t. ^DA DE LA INVENCION 

La presente invenci6n, tal y como se indica en 
su enunciado, se refiere a nuevas proteinas inactivadoras 
de ribosomas (RIPs) de dos cadenas no t6xicas, a un 
procedimiento para su preparaci6n y a sus aplicaciones . 

30 Las mencionadas proteinas son nuevas toxinas 

vegetales de naturaleza proteica que, en base a sus 
propiedades quimico-f isicas y bioquimicas, se clasifican en 
el grupo de proteinas vegetales inactivadoras de ribosomas 
(RIPs) de tipo dos o de dos cadenas y se caracterizan por 

35 ser no t6xicas al ser inyectadas a ratones Swiss de 30 g. 
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a la dosis de 1,6 mg, por kg. de peso corporal. 

La originalidad de la presente invenci6n 
frente al estado de la tecnica expuesto en el apartado 
anterior reside en la utilizaci6n de plantas no t6xicas 
5 para el aislamiento de las citadas RIPs de dos cadenas, en 
vez del empleo de plantas t6xicas, las cuales conducian a 
la obtenci6n de las RIPs de dos cadenas tfixicas del tipo de 
la ricina, abrina, volkensina, viscumina y modecina 
anteriormente mencionadas . 

10 Las nuevas proteinas no t6xicas, en el ambito 

extracelular , de la presente invenci6n estan constituidas 
por dos cadenas, a saber, una cadena A con actividad N- 
glucosidasa del acido ribonucl6ico ribos6mico, en especial 
con actividad de N-glucosidasa del acido ribonucleic© 28S 

15 de ribosomas de mamiferos, y una cadena B con actividad de 
lectina, unidas por puentes disulfuro; caracterizandose 
dichas nuevas proteinas porque ligadas a una molecula 
transportadora (anticuerpo, hormona u otra proteina) 
reconocible por un receptor de membrana presente en la 

20 c61ula diana, permiten la actuaci6n especifica y selectiva 
de la cadena A sobre dichas c^lulas diana por inactivaci6n 
del acido ribonucl^ico de sus ribosomas, evitando substan- 
cialmente el ataque indiscriminado de dichas RIPs a c^lulas 
no seleccionadas por la molecula transportadora, precisa- 

25 mente por su carencia de toxicidad extracelular. 

Las proteinas de la presente invenci6n asi 
def inidas son capaces de interaccionar cataliticamente con 
el acido ribonucl6ico y de provocar la inhibici6n de la 
biosintesis de proteinas en sistemas acelulares. Su poder 

30 inhibidor es muy superior a los inhibidores antibi6ticos no 
protiicos de la biosintesis de proteinas (Pestka, S.(1977) 
Inhibitors of protein synthesis. En: Molecular Mechanisms 
of Protein Biosynthesis. Ed. H. Weissbach y S. Pestka. 
Academic Press .pp. 468-553) . 

35 Adicionalmente, dichas proteinas presentan 
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actividad como N-glucosidasas del acido ribonucleic© 
ribos6mico (ARN-r) y actividad aglutinante de eritrocitos 
humanos . 

La extraordinaria potencia como inhibidor de 
5 la biosintesis de proteinas y su efecto sobre el acido 
ribonucleico, equivalente al ejercido por ejemplo por la 
PAP (pokeweed antiviral protein, Irvin Pharmaco 1 . Ter . 21. 
371-387 [1983], una proteina con actividad anti-VIH-1 
(Zarling y cols. Nature 347 . 92-95 [1990], confieren a 
10 estas proteinas una enorme utilidad. 

Las aplicaciones mas importantes de las RIPs 
de dos cadenas no t6xicas de la presente invenci6n son: 
como inactivadoras in vitro de ribosomas sensibles a la 
toxina, como inactivadoras in vitro del acido ribonucleico 
15 ribos6mico de mamiferos, como inhibidoras de la biosintesis 
de proteinas en sistemas in vitro f como inhibidoras de 
biosintesis de proteinas en c61ulas y tejidos acopladas a 
anticuerpos monoclonales frente a receptores especificos en 
dichas c61ulas y tejidos y como antivirales contra virus 
20 ARN, en particular el VIH causante del sindrome de inmuno- 
deficiencia adquirida humana (SIDA). 

Asimismo, a partir de dichas proteinas es 
posible la construccidn de conjugados con otras especies 
quimicas con la finalidad de inhibir la biosintesis de 
25 proteinas por inactivaci6n in vivo de ribosomas de organis- 
mos eucariontes. En esta linea, dado que las RIPs de dos 
cadenas no t6xicas poseen una elevada actividad inhibidora 
de sintesis de proteinas en sistemas acelulares superior en 
casi todos los sistemas ensayados a la ricina intacta 
30 [Girbes y cols., Journal of Biological Chemistry 268, 

18195-18199 (1993); Girbes y cols., Planta Molecular 
Biology 22, 1181-1186 (1993)] y que administradas bien a 
c^lulas cultivadas intactas o a ratones Swiss de 30 g. no 
son t6xicas, aun a concentraciones de 1,6 mg, por Kg. de 
35 peso corporal [Girbes y cols., Journal of Biological 
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Chemistry 261, 18195-18199 (1993); Girbes y cols., Plant 
Molecular Biology 22, 1181-1186 (1993)], si se transportan 
adecuadamente al interior celular la efectividad sera mayor 
que la de la ricina. El transporte de proteinas al interior 
5 celular se consigue acoplandolas a transportadores adecua- 
dos como anticuerpos, hormonas y otras proteinas que puedan 
ser reconocidas por receptores especificos en la superficie 
celular y que puedan ser internalizados [Stirpe y cols. 
Biotechnology !Q_, 405-412 (1992)]; Barbieri y Stirpe, 
10 Cancer Surveys 1, 490-520 (1982)] 

Tambien pueden utilizarse las RIPs de dos 
cadenas no t6xicas de la presente invencidn para inhibir la 
propagaci6n funcional ( in vivo y en celulas intactas 
aisladas) de acido ribonucleico, en enfermedades provocadas 
15 o mantenidas por virus cuyo contenido genetico sea acido 
ribonucleico (virus ARN) . 

Finalmente, dichas proteinas, bien libres o 
bien en forma de conjugado con otras especies quimicas, 
pueden utilizarse para inactivar celulas bianco especif icas 
20 en seres humanos y animales de experimentaci6n. 

Por lo tanto, las RIPs de dos cadenas no 
t6xicas de la presente invenci6n son potencialmente utiles 
para la terapia del cancer y el SIDA. 

El procedimiento general para la obtenci6n de 
25 las RIPs de dos cadenas no tdxicas de la presente invenci6n 
comprende el aislamiento de las mismas de plantas no 
t6xicas incluyendo unas primeras operaciones de extracci6n 
de la parte correspondiente de la planta con una solucifin 
acuosa a base de cloruro s6dico y fosfato monos6dico para 
30 obtener un extracto que (i) sea capaz de' inhibir la 
sintesis de proteinas y (ii) tenga actividad aglutinante de 
eritrocitos humanos, seguido de concentraci6n de los 
extractos y purificacidn de los mismos mediante tecnicas de 
cromatograf ia de intercambio i6nico y/o afinidad y de 
35 exclusi6n molecular. 
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Ahora bien, dentro del alcance general de las 
RIPs de dos cadenas no t6xicas de la presente invenci6n es 
posible distinguir dos tipos, a saber, RIPs de dos cadenas 
no t6xicas de tipo acido y RIPs de dos cadenas no t6xicas 
5 de tipo basico. Por lo tanto, los procedimientos de 
alslamiento de las mismas, aungue siguen el esquema general 
anteriormente expuesto tiene ciertas modif icaciones debidas 
fundamentalmente a dicho caracter acido o basico de las 
moleculas . 

10 De acuerdo con lo anterior, el procedimiento 

para la obtenci6n de las RIPs de dos cadenas no t6xicas de 
tipo acido de la presente invencion comprende las siguien- 
tes operaciones: 

a) selecci6n de una planta o parte de una 
15 planta no t6xica; 

b) obtenci6n del extracto prote'ico de dicha 
planta con cloruro s6dico y fosfato monos6dico; 

c) selecci6n de los extractos asi obtenidos 
que cumplan con los dos requisitos siguientes: 

20 (i) capaces de inhibir la sintesis de protei- 

nas en lisados de reticulocitos de cone jo; y 

(ii) actividad aglutinante de eritrocitos 

humanos ; 

d) cromatograf ia de afinidad de los extractos 
25 que cumplen con los dos requisitos realizada sobre Sepharo- 

sa 6B tratada con acido y eluci6n con D-galactosa o 
lactosa; 

e) cromatograf ia de exclusi6n molecular del 
pico de proteina de la etapa anterior; 

30 f ) obtenci6n , de los picos de proteinas 

conteniendo lectinas y RIPs de dos cadenas no t6xicas; 

g) analisis de inhibici6n de la sintesis de 
proteinas de cada pico; 

h) selecci6n del pico que inhibe la sintesis 

35 de proteinas . 
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Por su parte, el procedimiento para la 
obtenci6n de las RIPs de dos cadenas de tipo basico de la 
presente invenci6n, comprende las siguientes operaciones: 

a) selecci6n de una planta o parte de una 
5 planta no t6xica; 

b) obtenci6n del extracto prot£ico de dicha 
planta con cloruro sddico y fosfato monos6dico 

c) selecci6n de los extractos asi obtenidos 
que cumplan con los requisitos siguientes: 

10 (i) capaces de inhibir la slntesis de protei- 

nas en lisados de reticulocitos de conejo; y 

(ii) actividad aglutinante de eritrocitos 

humanos ; 

d) cromatograf ia de cambio i6nico de las 
15 protelnas basicas de dichos extractos sobre S-Sepharose FF, 

seguida de eluci6n con cloruro s6dico. 

e) dialisis del pico prot^ico obtenido en la 
etapa anterior; 

f) segunda cromatograf ia de cambio i6nico del 
20 dializado sobre CM-Sepharose FF; 

g) selecci6n de los picos de la etapa anterior 
que inhiben la slntesis de protelnas, seguido de concentra- 
ci6n de los mismos con AMICON; 

h) cromatograf ia de exclusi6n molecular del 
25 producto de la etapa anterior en HILOAD Superdex 75 con 

equipo FPLC para obtener las RIPs de dos cadenas no t6xicas 
de tipo basico. 

Dentro de las RIPs de dos cadenas no t6xicas 
de la presente invenci6n merecen una menci6n especial las 
30 aisladas de las plantas del g§nero Sambucus. , 

Mas concretamente entre las RIPs de dos 
cadenas no t6xicas de tipo acido pueden citarse: 

- Nigrina b aislada de la corteza de Sambucus 

nigra L; y 

35 - Ebulina 1 aislada de hojas de Sambucus 
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ebulus L; 

y entre las RIPs de dos cadenas no t6xicas de tipo basico 
se incluyen: 

- Nigrina 1 basica aislada de las hojas de 
5 Sambucus nigra L . ; y 

- Racemosina b aislada de la corteza de 
Sambucus racemosa L. 

A continuaci6n, se ira haciendo un analisis 
mas detallado de la naturaleza y propiedades de cada una de 
10 estas proteinas, asi como de sus prpcedimientos de obten- 
ci6n: 

NIGRINA b 

La Nigrina b se aisla de la corteza de 
Sambucus nigra L. mediante un procedimiento que se caracte- 
15 riza por las siguientes etapas: 

a) extraer la corteza de Sambucus nigra L. 
previamente molida con una soluci6n acuosa de NaCl y 
NaP0 4 H 2 ; 

b) filtrar el extracto liguido resultante a 
20 travel de una malla y centrifugar el filtrado; 

c) aplicar el fluido sobrenadante a una 
columna cromatogr&f ica para someterlo a un proceso de 
cromatograf ia de afinidad, lavando la columna con un tamp6n 
de extracci6n; 

25 d) eluir la columna lavada con el tamp6n de 

extracci6n conteniendo D-galactosa y recoger la fracci6n 
prot^ica; 

e) dializar y liofilizar la fracci6n proteini- 
ca obtenida y someterla a una cromatograf ia de exclusi6n 
30 molecular previamente disuelta en NaCl NaHjPO^, rindiendo 
el eluato tres picos, de los cuales el segundo de ellos 
corresponde a la Nigrina b." 

Mediante este procedimiento se obtiene la 
Nigrina b en un estado de pureza final del 99% determinada 
35 por electrof or6sis en gel de poliacrilamida en presencia de 
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dodecil-sulfato s6dico (EGPA-SDS) . 

La cromatograf la de la etapa (c) suele 
llevarse a cabo con un gel de Sepharose 6B (compuesto por 
una matriz de agarosa al 6%)tratado con acido, normalmente 
5 HC1 0,1N durante unas 3 horas a unos 50SC, y equilibrando 
con un tamp6n de extraccifin. 

Por su parte, la cromatograf La de la etapa (e) 
suele llevarse a cabo con gel Superdex 75 HiLoad (compues- 
to por agarosa y dextrano). 
10 La masa molecular relativa (Mr) de la Nigrina 

b asl obtenida se determin6 por electrofor6sis en geles de 
poliacrilamida, resultando ser de 26.000 para la cadena A 
y de 32.000 para la cadena B, en presencia de reductor y 
58.000 en su ausencia. 
15 La secuencia de aminodcidos del extremo 

aminoterminal de las dos cadenas polipeptldicas de la 
Nigrina b se determin6 como se indica en Arias y cols . 
(Arias y cols; Planta 186 , 532-540 [1992]). Los resultados 
obtenidos fueron: 
20 - Cadena A: 

lie Asp Tyr Pro Ser Val Ser Phe Asn Leu 
15 10 
Asp Gly Ala Val Ser Ala Thr Tyr Arg Asp 

15 20 

25 Phe Leu Ser Asn 

- Cadena B: 

Asp Gly Glu Thr Xxx Thr Leu Xxx Thr 

1 5 
Ser Phe Thr Arg Asn lie Val Gly Arg 
30 10 15 

Asp Gly Leu Xxx Val Asp 
20 

(Xxx: significa que puede ser cualguier 

aminoacido) . 

35 Se ha comprobado que la Nigrina b, asi 
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obtenida y caracterizada presenta tales y cada una de las 
propiedades y aplicaciones mencionadas anteriormente para 
las RIPs de dos cadenas no tfixicas, en general. 

NIGRINA 1 basics 
5 La Nigrina 1 basica se aisla de las hojas de 

Sambucus nigra L. , mediante un procedimiento que se 
caracteriza por las siguientes etapas: 

a) extraer las hojas de Sambucus nigra L. con 
una solucibn acuosa de NaCl y NaPO^; 
10 b) filtrar la pasta resultante a travel de una 

malla y centrifugar el filtrado previamente acidulado; 

c) someter el fluido obtenido previamente 
acidulado a una cromatograf la de intercambio i6nico, 
lavando primeramente la columna con acetato s6dico y 

15 despu6s con fosfato monos6dico; 

d) eluir la columna lavada con una soluci6n de 
cloruro s6dico y fosfato monos6dico y recoger la fracci6n 
prot§ica; 

e) dializar la fracifin prot6ica f rente a 
20 fosfato monos6dico y someterla a cromatograf ia de intercam- 
bio i6nico en gradiente de fuerza i6nica separandose las 
fracciones que contienen la Nigrina 1 basica; 

f) someter las fracciones anteriores concen- 
tradas a cromatograf ia de exclusi6n molecular para obtener 

25 la Nigrina 1 basica. 

La masa molecular relativa (Mr) de la Nigrina 
1 basica asi obtenida se determin6 por electroforesis en 
geles de poliacrilamida, por el procedimiento Laemmly 
obteni§ndose un valor de Mr de 66.000 en ausencia de 

30 reductor y de 32.000 para la cadena A y 34.000 para la 
cadena B en presencia de reductor. 

La secuencia de aminoacidos del extremo 
aminoterminal se determin6 como se indica en Arias y cols . 
(Arias y cols.; Planta 186, 532-540 [1992]). Los resultados 

35 obtenidos fueron los siguientes: 
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- Cadena A: 

Aminoacido del extremo amino -terminal bloquea- 

do . 

- Cadena B: 

5 Ala Pro Xxx Tyr Pro Thr Xxx Xxx 

1 5 
Se ha comprobado que la Nigrina 1 basica, as! 
obtenida y caracterizada presenta todas y cada una de las 
propiedades y aplicaciones mencionadas anteriormente para 
10 las RIPs de dos cadenas no t6xicas en general. 

Ebulina 1 

La Ebulina 1 se aisla de las hojas de la 
planta Sambucus ebulus L. mediante un procedimiento que se 
caracteriza por las siguientes etapas: 
15 a) extraer la planta Sambucus ebulus L, 

(hojas), previamente molida con una soluci6n acuosa de NaCl 
y NaP0 4 H 2 ; 

b) filtrar el extracto liquido resultante a 
traves de una malla y centrifugar el filtrado; 
20 c) aplicar el fluido sobrenadante a una 

columna cromatograf ic a para someterlo a un proceso de 
cromatograf ia de afinidad, lavando la columna con un tamp6n 
de extracci6n; 

d) eluir la columna lavada con el tapon de 
25 extracci6n conteniendo D-galactosa y recoger la fraccifin 

proteica; 

e) concentrar la fracci6n proteica y someterla 
a cromatograf ia de exclusi6n molecular equilibrando la 
columna con NaCl y NaH 2 P0 4 rindiendo el eluato picos de 

30 proteinas, de los cuales el ultimo de ellos corresponde a 
Ebulina 1. 

Mediante este procedimiento se obtiene la 
Ebulina 1 a un estado de pureza final del 99% determinada 
por electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de 
35 dodecil-sulfato s6dico (GPA-SDS). 
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La cromatograf la de la etapa (c) suele 
llevarse a cabo con un gel de Sepharose 6B (compuesto por 
una matriz de agarosa al 6%) tratado con acido, normalmente 
HC1 0,1N durante unas 3 horas a unos 502C, y equilibrando 
5 con un tamp6n de extracci6n. 

Por su parte, la cromatrograf ia de la etapa 
(e) suele llevarse a cabo con un gel Superdex 75 HI Load 
(compuesto por agarosa y dextrano). 

La masa molecular relativa (Mr) de la Ebulina 
10 1 asi obtenida se determin6 por electro for6s is en geles de 
poliacrilamida, resultando ser de 26.000 para la cadena A 
y de 30.000 para la cadena B en presencia de reductor y 
56.000 en su ausencia. 

La secuencia de aminoacidos del extremo 
15 aminoterminal de dlchas cadenas son las siguientes: 

- Cadena A: 

He Asp Tyr Pro Ser Val Ser Phe Asn Leu Ala 

1 5 10 

Gly Ala Lys Ser Thr Thr Tyr Arg Asp Phe Leu 
20 15 20 

Lys Asn Leu 
25 

- Cadena B: 

Asp Gly Glu Thr Xxx Ala He Pro Ala Pro Phe 
25 15 10 

Thr Arg Arg He Val Gly Xxx Asp Gly Leu Glu 
15 20 

Val Asp Pro 
25 

30 (Xxx significa que puede ser cualguier 

aminoacido) 

Se ha comprobado que la Ebulina 1, as! 
obtenida y caracterizada presenta todas y cada una de las 
propiedades y aplicaciones mencionadas anteriormente para 
35 las RIPs de dos cadenas no t6xicas en general. 



WO 94/20540 



PCT/ES94/00020 



- 16 - 

Racemosina b 
La racemosina b se aisla de la corteza de 
Sambucus racemosa L., mediante un procedimiento que se 
caracteriza por las siguientes etapas: 
5 a) extraer corteza de Sambucus racemosa con 

una soluci6n acuosa de NaCl y NaP0 4 H 2 ; 

b) filtrar la pasta resultante a traves de una 
malla y centrifugar el filtrado previamente acidulado; 

c) someter el fluido obtenido, previamente 
10 acidulado, a una cromatograf ia de intercambio i6nico, 

lavando primeramente la columna con acetato s6dico y 
despues con fosfato monos6dico; 

d) eluir la columna lavada con una solucifin de 
cloruro s6dico y fosfato monos6dico y recoger la fracci6n 

15 proteica; 

e) dializar la fracci6n proteica f rente a 
fosfato monos6dico y someterla a cromatograf ia de intercam- 
bio i6nico en gradiente de fuerza i6nica, separandose las 
fracciones que contienen la Racemosina b; 

20 f) someter las fracciones anteriores concen- 

tradas a cromatograf ia de exclusion molecular para obtener 
la Racemosina b. 

La masa molecular relativa (Mr) de la Racemo- 
sina b asi obtenida se determin6 por electroforesis en 
25 geles de poliacrilamida por el procedimiento Laemmly 
(Nature 227, 680-685) obteniendose un valor de Mr de 58.000 
en ausencia de reductor y de 27.500 para la cadena A y de 
29.500 para la cadena B en presencia de reductor. 

Se ha comprobado que la Racemosina b asi 
30 obtenida y caracterizada presenta todas y cada una de las 
propiedades y aplicaciones mencionadas anteriormente para 
las RIPs de dos cadenas no t6xicas, en general. 

MODOS DE REALIZACION DE LA INVENCIQN 

La presente invenci6n se ilustra adicionalmen- 
35 te mediante los siguientes Ejemplos, los cuales no preten- 
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den ser limitativos de su alcance. 

EJEMPLO 1 (Nigrina b) 
Este e jemplo se desglosa en ocho partes : 
a) obtenci6n de nigrina b a partir de corteza 
5 de Sambucus nigra L., b) determinaci6n de la masa molecular 
aparente; c) secuencia amino- terminal de las cadenas 
polipeptidicas de Nigrina b; d) actividad N-glucosidasa 
sobre el ARN; e) inhibici6n de la biosintesis de proteinas; 
f) toxic idad en ratones; g) actividad hemaglutinante de 

10 eritrocitos; h) relaci6n inmunol6gica: 

a) 0btenci6n de Nigrina b 
15.1 g de corteza de Sambucus nigra L.se 
molieron con 121 ml de soluci6n 280 mM cloruro s6dico y 
5mM fosfato monos6dico (pH 7,5) a 4sc durante 12 h. El 

15 extracto resultante se filtr6 a trav6s de malla para queso 
para eliminar los s61idos remanentes . El extracto liquido 
se centrifug6 a 13000 rpm en rotor JA-14 (centrifuga 
Beckman J21) durante 45 minutos y se recogi6 el sobrena- 
dante (120.8 ml). El fluido sobrenadante se aplic6 a una 

20 columna cromatograf ica (9 x 2.6 cm) cargada con Sephafose 
6B tratada con acido (50 ml de Sepharose 6B tratados con 
0.1 N HCL durante 3 h. a 50^) equilibrada con tamp6n de 
extracci6n. A continuaci6n se lav6 la columna con tamp6n de 
extracci6n hasta que la absorbancia a 280 run descendi6 

25 hasta la linea base. 

Entonces se aplic6 una soluci6n de tamp6n de 
extracci6n conteniendo 200 mM D-galactosa. El pico de 
absorbancia (22.5 ml y una concentraci6n prot6ica de 0.243 
mg/ml) se recogifi, se dializ6 f rente a agua y finalmente se 

30 liofiliz6 rindiendo 7.2. mg de proteina. 5.'2.mg de esta 
preparaci6n de proteina se disolvieron en 0.6 ml de 400 mM 
NaCl y 5 mM fosfato s6dico (pH 7.5) y se aplicaron en dos 
alicuotas de 0.3 ml cada una a una columna cromatograf ica 
Superdex 75. Se recogieron fracciones de 0.5 ml y se 

35 obtuvieron tres picos. El segundo pico era Nigrina b 
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electrofor§ticamente homog^nea. 

Determinaci6n de la masa molecular aparente 

de la Niarina b. 

La masa molecular relativa (Mr) se determin6 
5 por electrof or#sis en geles de poliacrilamida (15% acrila- 
mida y 2,7% bis-acrilamida en presencia de dodecil sulfato 
s6dico, EGPA-SDS) por el procedimiento de Laemmly (Nature 
227, 680-685) . Los valores de Mr obtenidos fueron de 26.000 
para la cadena A y 32.000 para la cadena B, en presencia de 
10 reductor y de 58.000 en su ausencia. 

c) Secuencia aminotenninal de las cadenas 
polipeptidicas de Nigrina b. 

La secuencia amino-terminal de las dos cadenas 
polipeptidicas de la Nigrina b se determin6 como se indica 
15 en Arias y cols, (Arias y cols; Planta 186 , 532-540 [1992]. 
Los resultados obtenidos fueron: 

- Cadena A: 

lie Asp Tyr Pro Ser Val Ser Phe Asn Leu 
15 10 
20 Asp Gly Ala Val Ser Ala Thr Tyr Arg Asp 

15 20 

Phe Leu Ser Asn 

- Cadena B: 

Asp Gly Glu Thr Xxx Thr Leu Xxx Thr 
25 1 5 

Ser Phe Thr Arg Asn lie Val Gly Arg 

10 15 
Asp Gly Leu Xxx Val Asp 
20 

30 (Xxx: significa que puede ser cualquier 

aminoacido) 

d) Actividad N-glucosidasa sobre ARN-r 

La actividad N-glucosidasa de la Nigrina b se 
determine como liberaci6n del fragmento de ARN-r como 
35 consecuencia de la acci6n de la anilina en medio acido 



WO 94/20540 



PCT/ES94/00020 



- 19 - 

sobre el ARN-r depurinado por la Nigrina b. La liberaci6n 
del fragmento de ARN-r se determin6 incubando 100 yul. de 
lisado de reticulocito de conejo con Nigrina b como se 
indica a continuaci6n. 100 yul de lisados de reticu- 
5 locitos de conejo se incubaron con 0,8 yug en soluci6n 
conteniendo 2 mM MgCl 2 , 10 mM ditiotreitol, 50 mM KC1 y 20 
mM Tris-HCl (pH 7.8), durante 15 min. a 37 sc. Despues el 
ARN-r se extrajo de estas mezclas de reacci6n con un 
volumen de fenol saturado de 100 mM Tris-HCl (pH 7.8), en 

10 presencia de 10 mM EDTA. La extraccibn con fenol se realiz6 
otras dos veces y finalmente el ARN-r se precipit6 con dos 
volumenes de etanol en solucidn 300 mM acetato s6dico (pH 
5.2), a -80 S C durante 2h. A continuacifin se trat6 el ARN- 
r con 1 volumen de 2 M anilina (pH 4.5). La anilina se 

15 extrajo con eter dietllico (un volumen dos veces) . 

El ARN-r se precipit6 a continuaci6n con dos volumenes de 
etanol y 300 mM acetato s6dico (pH 5.2). El analisis 
electroforetico del fragmento liberado se realiz6 como 
sigue. El precipitado de ARN-r obtenido en la ultima etapa 

20 se resuspendi6 en agua. 3 yug de ARN-r en tamp6n de 
electroforesis se colocaron en cada uno de los pocillos del 
gel de poliacrilamida (4.85% acrilamida y 0.150% de 
bisacrilamida preparado segun Salustio y Stanley (J.Biol. 
Chem. 265, 582-588 [1992]). La electroforesis se llev6 a 

25 cabo a 15 mA durante 100 min en un sistema de minigeles 
(Mighty Small, Hoefer) . El tenido del gel se realiz6 con 
0,5 /ug/ml bromuro de etidio durante 20 min. La visualiza- 
ci6n se realiz6 con trans iluminador de lampara U.V. a 312 
nm . 

30 e) Inhibici6n de la bioslntesis- de proteinas 

Los estudios de inhibici6n de biosintesis in 
vitro de proteinas se realizaron utilizando distintos 
sistemas acelulares en las condiciones standard descritas 
en las correspondientes ref erencias bibliogr&f icas . Los 

35 resultados de un experimento tipico se indican en la 
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Tabla 1. 

TABLA 1 



Efecto de la Nigrina b sobre la biosintesis de proteinas 
5 llevada a cabo por distintos sistemas acelulares . 



Sistema acelular IC 50 (ng/ml) Ref. Bibliogrfif ica 



Lisados de reticulocitos 1.6 1 

10 de conejo 

higado de rata 12.1 1 

germen de trigo >100000 1 

germen de Vicia sativa L.>100000 2 

cerebro de rata 2,3 1 

15 Escherichia coli >100000 3 



Refs.: 1. Arias y cols. Planta 186 , 532-540 [1992]; 2. 
Arias y cols, Phytochemistry 30, 3185-3187 [1991]. 3.Girbes 
y cols. Eur. J. Biochem.67, 257-265 [1976]. 
20 IC 50 indica la concentraci6n de proteina que provoca un 50% 
de inhibici6n de biosintesis de proteinas en la condiciones 
standard de cada sistema acelular. Los experimentos se 
realizaron en las condiciones indicadas en las referencias 
bibliograf icas . 
25 Toxic idad en r atones. 

Los estudios se llevaron a cabo en ratones de 
la raza Swiss de aproxiraadamente 30 g. de peso. 

Se les inyectaron intraperitonealmente 1,6 mg 
de nigrina b por kg de peso corporal sin ocasionar ninguna 
30 muerte en el plazo de 15 dias. 

g) Actividad hemaalutinante de eritrocitos. 
Los estudios de hemaglutinaci6n se hicieron en 
placas de 96 pocillos utilizando una soluci6n de eritroci- 
tos al 0.5% en un vo lumen final de 0.1ml. 

35 
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Aglutinaci6n total de eritrocitos de sangre humana (mg por 
ml de proteina) 



5 




Grupos sanguineos 








A B AB 


0 


10 


Nigrina b 


0.025 0.0125 0.0125 


0.0125 






Relaci6n inmunol6aica 





Anticuerpos policlonales obtenidos inmunizando 
conejos durante 1,5 meses con nigrina b reaccionan con 
nigrina 1 basica, ebulina 1 y racemosina b, dando idea de 
15 la relacifin inmunol6gica existente entre esta familia de 
proteinas obtenidas de plantas del g6nero Sambucus. 
EJEMPLO 2 (Nigrina 1 Basica) 
Este ejemplo se desglosa en ocho partes: 
a) obtenci6n de Nigrina 1 basica a partir de 
20 las hojas de Sambucus nigra L. ; b) determinacidn de la masa 
molecular aparente; c) secuencia amino-terminal de las 
cadenas polipeptidicas de Nigrina 1 basica; d) actividad 
N-glucosidasa sobre el ARN; e) inhibici6n de la biosintesis 
de proteinas; f) toxicidad en ratones; g) actividad 
25 hemaglutinante de eritrocitos; h) relaci6n inmunol6gica. 

a) 0btenci6n de niarina 1 basica 
500 g de hojas de Sambucus nigra L. se extra jeron con 41 
de soluci6n 140 mM cloruro s6dico y 5 mM fosfato monos6dico 
(pH 7,2) a 42C durante 12 h. La pasta resultante se filtr6 
30 a traves de malla para queso para eliminar- los s61idos 
remanentes. El extracto liquido se acidified a pH 4 con 
acido acetico glacial y los s61idos que aparecieron se 
eliminaron por centrifugaci6n a 13.000 rpm durante 45 min 
a Osc. El fluido eluido ( aproximadamente 4 L) se someti6 a 
35 cromatograf ia de intercambio i6nico en S Sepharose Fast 
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Flow (columna de 10x5 cm) . La soluci6n de equilibrado de 
columna fue acetato s6dico 10 mM (pH 4,5). El fluido 
proteico acidificado se aplic6 a la columna. La parte no 
retenida a la columna se desech6. A continuaci6n la columna 
5 se lav6 con la soluci6n de acetato s6dico 10 mM (pH 4,5) 
hasta que la absorbancia a 280 nm se redujo al mlnimo. A 
continuacidn se lav6 la columna con soluci6n de fosfato 
monos6dico 5 mM (pH 7). Los dos lavados se desecharon. Por 
ultimo la columna se eluy6 con soluci6n 1 M de cloruro 

10 s6dico y 5 mM de fosfato monos6dico (pH 7). La protelna 
elulda se someti6 a dialisis frente a 5mM de fosfato 
monos6dico (pH 7). Esta preparacidn proteica se someti6 a 
continuaci6n a cromatograf la de intercambio i6nico en 
gradiente de fuerza idnica en CM-Sepharose Fast Flow 

15 (columna de 10.5x2.6 cm) preequilibrada con soluci6n de 

fosfato monos6dico (pH 7). Primero se fij6 la protelna y 
despu^s se aplic6 el gradiente i6nico consistente en 0,7 1 
de soluci6n 5 mM de fosfato monos6dico (pH 7) y 0,7 1 de 
solucion 300 mM de cloruro s6dico. La velocidad se ajust6 

20 a 7 ml por min y se recogieron fracciones de 10,5 ml. Se 
recogieron las fracciones 15 a la 35 que contenian la 
nigrina 1 basica. Se juntaron las fracciones y se concen- 
traron con AMICON y membrana YM10 hasta un volumen de 10 
ml. El concentrado se someti6 a cromatograf la de exclusi6n 

25 molecular en HiLoad Superdex 75-FPLC equilibrada con 
soluci6n 0,4 M de cloruro s6dico y 5mM de fosfato monos6di- 
co. La cromatograf la se desarrolld en el mismb tamp6n, y 
las fracciones correspondientes a nigrina 1 basica se 
juntaron. 

30 b) Determinaci6n de la mas a molecular aparente 

La masa molecular relativa (Mr) se determinfi 
por electrof oresis en geles de poliacrilamida ( 15% acrila- 
mida y 2.7% bis-acrilamida en presencia de dodecil sulfato 
s6dico, EGPA-SDS) por el procedimiento de Laemmly (Nature 

35 227,680-685). El valor de Mr obtenido fu<§ de 66000 en 
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ausencia de reductor y de 32000 para la cadena A y 34000 
para la cadena B en presencia de reductor. 

c) Secuencia amino- terminal de las cadenas 
polipeptidicas de nigrina 1 basica. 
5 La secuencia amino-terminal de las dos cadenas 

polipeptidicas de la nigrina 1 basica se determin6 como se 
indica en Arias y cols. (Arias y cols; Planta 186 . 532- 
540 [1992]). Los resultados obtenidos fueron: 

- Cadena A: Con el aminoacido del extremo 
10 amino-terminal bloqueado. 

- Cadena B: 

Ala Pro Xxx Tyr Pro Thr Xxx Xxx 
1 5 
(Xxx: significa que puede ser cualquier aminoacido). 
15 d) Actividad N-glucosidasa sobre el ARN-r de 

la nigrina 1 basica. 

La actividad N-glucosidasa de la nigrina 1 
basica se determin6 como liberaci6n del fragmento de 
ARN-r como consecuencia de la acci6n de la anilina en medio 

20 acido sobre el ARN-r depurinado por la nigrina 1 basica. La 
liberaci6n del fragmento de ARN-r se determind incubando 
lisados de reticulocitos de cone jo con Nigrina 1 basica 
como se indica a continuaci6n. 100 yul de lisados de 
reticulocitos de cone jo se incubaron con 0,5 yug de Nigrina 

25 1 basica en soluci6n conteniendo 2mM MgCl 2 . 10 mM ditio- 
treitol, 50 mM KC1 y 20 mM Tris-HCl (pH 7.8), durante 15 
min a 37 sc. Despu6s el ARN-r se extra jo de estas mezclas de 
reacci6n con un volumen de fenol saturado 100 mM Tris-HCl 
(pH 7.8), en presencia de 10 mM EDTA. La extracci6n con 

30 fenol se realiz6 otras dos veces y finalmente el ARN-r se 
precipit6 con dos volumenes. de etanol en soluci6n 300 mM 
acetato s6dico (pH 5.2), a -80SC durante 2h. A continuaci6n 
se trat6 el ARN-r con 1 volumen de 2 M anilina (pH 4.5). La 
anilina se extra jo con 6ter dietilico (un volumen dos 

35 veces). El ARN-r se precipit6 a continuaci6n con dos 
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volumenes de etanol y 300 mM acetato s6dico (pH 5.2). El 
analisis electrofor£tico del fragmento liberado se realiz6 
como sigue. El precipitado de ARN-r obtenido en la Ultima 
etapa se resuspendi6 en agua. 3 /ig de ARN-r en tamp6n de 
5 electroforesis se colocaron en cada uno de los pocillos del 
gel de poliacrilamida (4.85% acrilamida y 0.150 % de 
bisacrilamida preparado segun Salustio y Stanley (J.Bio- 
l.Chem.265, 582-588 [1990]. La electroforesis se llev6 a 
cabo a 15 mA durante 100 min en un sis tenia de minigeles 
10 (Mighty Small, Hoefer) . El tenido del gel se realiz6 con 

0.5 yug/ml bromuro de etidio durante 20 min. La visualiza- 
ci<5n se realiz6 con trans iluminador de lampara U.V a 312 
nm. 

e) Inhibici6n de la biosintensis de proteinas . 
15 Los estudios de inhibici6n de biosintesis in 

vitro de proteinas se realizaron utilizando como sistema 
acelular lisado de reticulocito de conejo en las condicio- 
nes standard descritas en (Arias y cols., Planta 186, 532- 
540 [1992]). Los resultados se indican en la Tabla 2: 
20 TABLA 2 

Efecto de la nigrina 1 basica sobre la biosintesis de 
proteinas en sistema acelular. 

25 Sistema acelular IC 50 (ng/ml) 

Lisados de reticulocitos 1.80 
de conejo 

30 IC 5Q indica la concentraci6n de proteina que provoca un 50% 
de inhibici6n de biosintesis de proteinas. 

f) Toxicidad en ratones. 

Los estudios se llevaron a cabo en ratones de 
la raza Swiss de aproximandamente 30 g de peso. 
35 Se les inyectaron intraperitonealmente 1,6 mg 
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de nigrina 1 basica por kg de peso corporal sin ocasionar 
ninguna muerte en el plazo de 15 dlas . 

a) Actividad hemaglutinante de eritrocitos. 
Los estudios de hemaglutinanci6n se hicieron 
5 en placas de 96 pocillos utilizando una soluci6n de 
eritrocitos al 0.5% en un volumen final de 0.1 ml. 
Aglutinaci6n total de eritrocitos de sangre humana (mg por 
ml de proteina 



10 




Grupos 


sangineos 








A 


B AB 


0 


15 


Nigrina 1 basica 


0.160 


0.160 0.160 


0.160 



h) Relaci6n inmunol6aica. 

Anticuerpos policlonales obtenidos inmunizando 



conejos durante 1,5 meses con nigrina 1 basica reaccionan 
con nigrina b, ebulina 1 y racemosina b, dando idea de la 
20 relaci6n inmunol6gica existente entre esta familia de 
proteinas obtenidas de plantas del genero Sambucus . 

EJEMPLO 3 (Ebulina 1) 
Este ejemplo se desglosa en ocho partes: 
a) obtencion de Ebulina 1 a partir de hojas de 
25 Sambucus ebulus L.; b) determinacidn de la masa molecular 
aparente; c)Secuencia amino-terminal de las cadenas 
polipeptidicas de Ebulina 1; d) actividad N-glucosidasa 
sobre ARN; e) inhibici6n de la bioslntesis de proteinas-; f ) 
toxicidad en ratones; g) actividad hemaglutinante de 
30 eritrocitos; h) relaci6n inmunol6gica . 

a) 0btenci6n de Ebulina 1. 

100 g de hojas de Sambucus ebulus L. se 
molieron con 1000 ml de soluci6n 280 mM cloruro s6dico y 5 
mM fosfato monos6dico (pH 7,5) 4SC durante 12 h. El 
35 extracto resultante se filtr6 a traves de malla para queso 
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para eliminar los s61idos remanentes . El extracto liquido 
se centrifug6 a 13000 rpm en rotor JA-14 (centrlfuga 
Beckman J21) y se recogi6 el sobrenadante (990 ml). El 
f luido sobrenadante se aplic6 a una columna cromatrografica 
5 (9.5x5 cm) cargada con 190 ml de Sepharose 6B tratada con 

acido (250 ml de Sepharoae 6B tratados con 0.1 N HC1 
durante 3 h a 502) equilibrada con tamp6n de extracci6n. A 
continuaci6n se lav6 la columna con tamp6n de extracci6n 
hasta que la absorbancia a 280 run descendi6 hasta la linea 

10 base. Entonces se aplic6 una soluci6n tamp6n de extracci6n 
conteniendo 200 mM D-galactosa. El pico de absorbancia se 
recogi6 y se concentr6 hasta 7.5 ml con membrana de Amic6n 
YM 10. La solucifin concentrada de protelna se aplic6 
entonces a una columna Superdex 75 HiLoad equilibrada con 

15 400 mM NaCl y 5 mM fosfato s6dico (pH 7,5). El eluato 

rindi6 picos prot6icos de unos veinte ml cada uno, siendo 
el ultimo la Ebulina 1 (el pico de menor Mr) electrofor§ti- 
cante homog€nea. 

b) Determinaci6n de la masa molecular aparen- 

20 te. 

La masa molecular relativa (Mr) se determin6 
por electroforesis en geles de poliacrilamida (15% acrila- 
mida y 2,7% bis-acrilamida en presencia de dodecil sulfato 
s6dico, EGPA-SDS) por el procedimiento de Laemmly (Nature 
25 227, 680-685). Los valores de Mr obtenidos fueron de 26000 
para la cadena A y 30.000 para la cadena B, en presencia de 
reductor y 56.000 en su ausencia. 

c) Secuencia amino-terminal de las cadenas 
polipeptidicas de ebulina 1. 

30 La secuencia amino-terminal de las dos cadenas 

polipeptidicas de la ebulina 1 se determin6 como se indica 
en Arias y cols. (Arias y cols; Planta 186 f 532-540 
[1992]). Los result ados fueron 
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- Cadena A: 

He Asp Tyr Pro Ser Val Ser Phe Asn Leu Ala 

1 5 10 

Gly Ala Lys Ser Thr Thr Tyr Arg Asp Phe Leu 
5 15 20 

Lys Asn Leu 
25 

- Cadena B: 

10 Asp Gly Glu Thr Xxx Ala He Pro Ala Pro Phe 

15 10 
Thr Arg Arg He Val Gly Xxx Asp Gly Leu Glu 
15 20 

Val Asp Pro 
15 25 

(Xxx: significa que puede ser cualquier 

aminoacido) 

d) Actividad N-glucosidasa sobre el ARN-r de 

la Ebulina 1 . 

20 La actividad N-glucosidasa de la Ebulina 1 se 

determine como liberaci6n del fragmento de ARN-r como 
consecuencia de la acci6n de la anilina en medio acido 
sobre el ARN-r depurinado por la Ebulina 1. La liberaci6n 
del fragmento de ARN-r se determine incubando 100 /ul de 

25 lisado de reticulocitos de cone jo con Ebulina 1, como se 
indica a continuacifinj 100 de lisados de reticulocitos 
de cone jo se incubaron con 6.8 /ig de Ebulina 1 en soluci6n 
conteniendo 2 mM MgCl 2/ 10 mM ditiotreitol, 50 mM KC1 y 20 
mM Tris-HCl (pH 7,8), durante 15 min a 37ec. DespuSs el 

30 ARN-r se extrajo de estas mezclas de reaccifin con un 
volumen de fenol saturado de 100 mM Tris-HCl (pH 7,8), en 
presencia de 10 mM EDTA. La extracci6n con fenol se realize 
otras dos veces y finalmente el ARN-r se precipit6 con dos 
volumenes de etanol en soluci6n 300 mM acetato s6dico (pH 

35 5.2), a -80sc durante 2 h. A continuaci6n se trat6 el 
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ARN-r con 1 volumen de 2 M anilina (pH 4.5). La anilina se 
extra jo con 6ter dietilico (un volumen dos veces). El ARN- 
r se precipit6 a continuaci6n con dos volumenes de etanol 
y 300 mM acetato s6dico (pH 5.2). El analisis electrofor6- 
5 tico del fragmento liberado se realiz6 como sigue: el 
precipitado de ARN-r obtenido en la ultima etapa se 
resuspendid en agua. 3 piq de ARN-r en tamp6n de electrofo- 
r6sis se colocaron en cada uno de los pocillos del gel de 
poliacrilamida (4.85 %) acrilamida y 0.150 % de bisacrila- 

10 mida preparado segun Salustio y Stanley (J. Biol.Chem . 

265, 582-588 [1990]). La electrofor§sis se llevb a cabo a 
15 mA durante 100 min en un sistema de minigeles (Mighty 
Small, Hoefer) . El tenido del gel se realiz6 con 0.5 yug/ml 
bromuro de etidio durante 20 min. La visualizaci6n se 

15 realiz6 con trans iluminador de lampara U.V. a 312 nm. 

e) Inhibici6n de la biosintesis de proteinas. 
Los estudios de inhibici6n de biosintesis in 
vitro de proteinas se realizaron utilizando distintos 
sistemas acelulares en las condiciones standard descritas 

20 en las correspondientes referencias bibliograf icas . Los 
resultados de un experimento tipico se indican en la Tabla 
3. 
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TABLA 3 



Efecto de la Ebulina 1 sobre la bioslntesis de proteinas 
llevada a cabo por distintos sistemas acelulares. 

5 

Sistema acelular IC 50 (ng/ml) ref .bibliograf ica 

Lisados de reticulocitos 8.5 1 

de cone jo 

10 hlgado de rata 15 1 

germen de trigo >100000 1 

germen de Vicia sativa L. >100000 1 
cerebro de rata 5 1 

Escherichia coli >100000 3 

15 

Refs.: 1. Arias y cols. Planta 186 , 532-540 [1992]; 2. 
Arias y cols. Phytochemistry 3J), 3185-3187 [1991]. 3. 
Girb6s y cols .Eur. J.Biochem, 67, 257-265 [1976] 
IC 50 indica la concentraci6n de proteina que provoca un 50% 

20 de inhibici6n de biosintesis de proteinas en las condicio- 
nes standard de cada sistema acelular. Los experimentos se 
realizaron en las condiciones indicadas en las referencias 
bibliograf icas . 

f) Toxicidad en ratones. 

25 Los estudios se realizaron en ratones de la 

raza Swiss de aproximadamente 30 g de peso. 
Se les inyectaron intraperitonealmente 1,6 mg de ebulina 
1 por kg de peso corporal sin ocasionar ninguna muerte en 
el plazo de 15 dias. 

30 a) Actividad hemaqlutinante de eritrocitos. 

Los estudios de hemaglutinaci6n se hicieron en 
placas de 96 pocillos utilizando una soluci6n de eritroci- 
tos al 0,5% en un volumen final 0,1 ml. 

Aglutinaci6n total de eritrocitos de sangre humana (mg por 
35 ml de proteina) 
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Grupos sanguineos 




A B AB 


0 


Ebulina 1 


0.05 0.025 0.0125 


0.0125 



h) Relaci6n inmunol6aica . 

Anticuerpos policlonales obtenidos inmunizando 
10 conejos durante 1,5 meses con ebulina 1 reaccionaban con 
nigrina b, nigrina 1 basica y racemosina b, dando idea de 
la realaci6n inmunol6gica existente entre esta familia de 
proteinas obtenidas del g^nero Sambucus. 

EJEMPLO 4 (Racemosina b) 
15 Este Ejemplo se desgloba en siete partes: 

a) obtenci6n de racemosina b a partir de la 
corteza de Sambucus racemosa L.; b) determinaci6n de la 
masa molecular aparente; c) actividad N-glucosidasa sobre 
el ARN; d) inhibici6n de la biosintesis de proteinas; e) 
20 toxicidad en ratones; f) actividad hemaglutinante de 
eritrocitos; g) relaci6n inmunolfigica . 

a) Obtenci6n de racemosina b. 
250 g de corteza de Sambucus racemosa L. se 
extrajeron con 2 1 de soluci6n 140 mM cloruro s6dico y 5 mM 
25 fosfato monos6dico (pH 7,2) a 42 C durante 12 h. La pasta 
resultante se filtr6 a traves de malla para gueso para 
eliminar los sfilidos remanentes. El extracto liguido se 
acidific6 a pH 4 con acido acetico glacial y los s61idos 
que aparecieron se eliminaron por centrifugaci6n a 13.000 
30 rpm durante 45 min a 0e c. El fluido eluido ( aproximadamen- 
te 2 1) se someti6 a cromatograf la de intercambio i6nico en 
S Sepharose Fast Flow (columna de 8.4x5 cm). La soluci6n de 
equilibrado de columna fue acetato s6dico 10 mM' (pH 4,5). 
El fluido proteico acidificado se aplic6 a la columna. La 
35 parte no retenida a la columna se desech6. A continuaci6n 
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la columna se lav6 con soluci6n de acetato s6dico 10 mM (pH 
4,5) hasta que la absorbancia a 280 run se redujo al minimo. 
A continuaci6n se lav6 la columna con solucion de fosfato 
monos6dico 5 mM (pH 7). Los dos lavados se desecharon. Por 
5 ultimo la columna se eluy6 con soluci6n 1 M de cloruro 
s6dico y 5 mM de fosfato monos6dico (pH 7). La protelna 
eluida se someti6 a diSlisis f rente a 5 mM de fosfato 
monos6dico (pH 7). Esta preparaci6n proteica se someti6 a 
continuaci6n a cromatograf ia de intercambio i6nico en 
10 gradiente de fuerza i6nica en CM-Sepharose Fast Flow 
(columna de 4.7x2.6 cm) preequilibrada con soluci6n de 
fosfato monos6dico (pH 7). Primero se fij6 la protelna y 
despues se aplic6 el gradiente i6nico consistente en 0,7 1 
de soluci6n 5 mM de fosfato monos6dico (pH 7) y 0,7 1 de 
15 soluci6n 300 mM de cloruro s6dico. La velocidad se ajust6 
a 7 ml por min y se recogieron fracciones de 10.5 ml. Se 
recogieron las fracciones 4 .a la 15 que contenian racemosi- 
na b. Se juntaron las fracciones y se concentraron con 
AMICOM y membrana YM10 hasta un volumen de 10 ml. A 
20 continuaci6n el concentrado se someti6 a cromatograf ia de 
exclusi6n molecular en HiLoad Superdex 75-FPLC equilibrada 
con soluci6n de 0.4 M de cloruro s6dico y 5mM de fosfato 
monos6dico (pH 7). La cromatograf ia se desarroll6 en el 
mismo tamp6n y las fracciones correspondientes a racemosina 
25 b pura se juntaron. 

b) Determinaci6n de la mas a molecular aparen- 

te . 

La masa molecular relativa (Mr) se determin6 
por electrof oresis en geles de poliacrilamida (15% acrila- 
30 mida y 2.7% bis-acrilamida en presencia de dodeeil sulfato 
s6dico, EGPA-SDS) por el procedimiento de Laemmly (Nature 
227, 680-685). El valor de Mr obtenido fue de 58000 en 
ausencia de reductor y de 27500 para la cadena A y 29500 
para la cadena B en presencia de reductor. 



35 



WO 94/20540 



PCT/ES94/00020 



- 32 - 

c) Actividad N-alucosidasa sobre el ARN-r de 
la racemosina b. 

La actividad N-glucosidasa de la racemosina b 
se determin6 como liberaci6n del fragmento de ARN-r como 
5 consecuencia de la acci6n de la anilina en medio acido 
sobre el ARN-r depurinado por la racemosina b. La libera- 
ci6n del fragmento de ARN-r- se determin6 incubando 100 yul 
de lisado de reticulocitos de conejo con racemosina b como 
se indica a continuaci6ni 100 yul de lisados de reticuloci- 

10 tos de conejo se incubaron con 0.5 ^ug de racemosina b en 
soluci6n conteniendo 2 mM MgCl 2 , 10 mM ditiotreitol, 50 mM 
KC1 y 20 mM Tris-HCl (pH 7,8), durante 15 min a 372C. 
Despu6s el ARN-r se extrajo de estas mezclas de reacci6n 
con un vo lumen de fenol saturado de 100 mM Tris-Hcl (pH 

15 7/8), en presencia de 10 mM EDTA. La extracci6n con fenol 
se realiz6 otras dos veces y finalmente el ARN-r se 
precipit6 con dos volumenes de etanol en soluci6n 300 mM 
acetato s6dico (pH 5,2), a -809C durante 2h. A continuaci6n 
se trat6 el ARN-r con 1 volumen de 2 M anilina (pH 4.5) . La 

20 anilina se extrajo con 6ter dietilico (un volumen dos 
veces). El ARN-r se precipit6 a continuaci6n con dos 
volumenes de etanol y 300 mM acetato s6dico (pH 5,2). El 
analisis electroforetico del fragmento liberado se realiz6 
como sigue. El precipitado de ARN-r obtenido en la ultima 

25 etapa se resuspendi6 en agua. 3 yug de ARN-r en tamp6n de 
electroforesis se colocaron en cada uno de los pocillos del 
gel de poliacrilamida (4.85% acrilamida y 0.150% de 
bisacrilamida preparado segun Salustio y Stanley 
( J.Biol.Chem. 265, 582-588 [1990]). La electroforesis se 

30 llev6 a cabo a 15 mA durante 100 min en un sistema' de 
minigeles (Mighty Small. Hoefer) . El tenido del gel se 
realizfi con 0.5 yug/ml bromuro de etidio durante 20 min. La 
visualizaci6n se realiz6 con trans iluminador de lampara 
U.V. a 312 nm. 
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cH Inhibici6n de la biosintesis de proteinas. 
Los estudios de inhibici6n de biosintesis in 
vitro de proteinas se realizaron utilizando como sistema 
acelular lisado de reticulocitos de conejo en las condicio- 
5 nes standard descritas en (Arias y cols., Planta 186. 532- 
540 [1992]. Los resultados se indican en la Tabla 4. 

TABLA 4 



Efecto de racemosina b sobre la biosintesis de proteinas en 
10 sistema acelular. 



Sistema acelular IC 50 (ng/ml) 



Lisados de reticulocitos 0.54 
15 de conejo 



IC 50 indica la concentraci6n de proteinas que provoca un 50% 
de inhibici6n de biosintesis de proteinas. 

e) Toxicidad en ratones. 

20 Los estudios se realizaron con ratones de la 

raza Swiss de aproximadamente 30 g de peso. 
Se les inyectaron intraperitonealmente 1,6 mg de racemosi- 
na b por kg de peso corporal, sin ocasionar ninguna muerte 
en el plazo de 15 dias. 

25 f) Actividad hemaalutinante de eritrocitos. 

Los estudios de hemaglutinaci6n se hicieron en 
placas de 96 pocillos utilizando una soluci6n de eritroci- 
tos al 0,5% en un volumen final de 0,1 ml. 
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Aglutinaci6n total 
ml de proteina 


de eritrocitos 


de sangre 


humana 


(mg por 




Grupos 


sanguineos 








A 


B 


AB 


0 


Racemosina b 


6.8 


3.4 


3.4 


5.4 



10 g) Relaci6n inmunol6aica . 

Anticuerpos policlonales obtenidos inmunizando 
cone j os durante 1,5 meses f rente a ebulina 1 y nigrina b 
reaccionaban con racemosina b, dando idea de la relacion 
inmunol6gica existente entre las proteinas de esta familia 

15 obtenidas de plantas del g6nero Sambucus . 
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REIVINDICACIONES : 
1.- Nuevas proteinas inactivadoras de riboso- 
mas (RIPs) de dos cadenas, no t6xicas en el ambito extrace- 
lular, de origen vegetal capaces de interaccionar con el 
5 acido ribonucleico y de provocar la inhibici6n de la 
biosintesis de proteinas en sistemas celulares y constitui- 
das por dos cadenas A y B, de las cuales la cadena A posee 
actividad N-glucosidasa del acido ribonucleico ribos6mico 
y la cadena B posee actividad de lectina, unidas por 
10 puentes disulfuro; caracterizandose dichas nuevas protelnas 
porque, ligadas a una molecula transportadora (anticuerpo, 
hormona u otra proteina) reconocible por un receptor de 
membrana presente en la c61ula diana, permiten la actuaci6n 
especifica y selectiva de la cadena A sobre dichas celulas 
15 diana por inactivaci6n del acido ribonucleico de sus 
ribosomas, evitando sustancialmente el ataque indiscrimina- 
do de dichas RIPs a celulas no seleccionadas por la 
molecula transportadora, f rente a las cuales carecen de 
toxicidad en el ambito extracelular . 
20 2.- Nuevas proteinas inactivadoras de riboso- 

mas (RIPs) no t6xicas de origen vegetal capaces de interac- 
cionar con el acido ribonucleic© y de provocar la inhibi- 
ci6n de la biosintesis de proteinas en sistemas acelulares 
y constituidas por dos cadenas Ay B, de las cuales la 
25 cadena A posee actividad N-glucosidasa del acido ribonu- 
cleico ribos6mico y la cadena B posee actividad de lectina, 
unidas por puentes disulfuro; caracterizandose dichas 
nuevas proteinas porque, ligadas a una molecula transporta- 
dora (anticuerpo, hormona u otra proteina) reconocible por 
30 un receptor de membrana presente en la c£lula diana, 
permiten la actuacidn especifica y selectiva de la cadena 
A sobre dichas celulas diana por inactivaci6n del acido 
ribonucleico de sus ribosomas, evitando sustancialmente el 
ataque indiscriminado de dichas RIPs a celulas no seleccio- 
35 nadas por la molecula transportadora f rente a las cuales 



mas (RIPs), segun las reivindicaciones 1 y 2, caracteriza- 
das porque son toxinas vegetales aisladas de plantas del 
genero Sambucus. 

4 . - Nuevas protelnas inactivadoras de riboso- 
mas (RIPs), segun las reivindicaciones 1 a 3, caracteriza- 
das porque la proteina se denomina Nigrina b y se aisla de 
la corteza de Sambucus nigra L. 

5. - Nuevas proteinas inactivadoras de riboso- 
mas (RIPs), segun las reivindicaciones 1 a 3, caracteriza- 
das porque la proteina se denomina Nigrina 1 basica y se 
aisla de las hojas de Sambucus nigra L. 

6. - Nuevas proteinas inactivadoras de riboso- 
mas (RIPs), segun las reivindicaciones 1 a 3, caracteriza- 
das porgue la proteina se denomina Ebulina 1 y se aisla de 
hojas de Sambucus ebulus L. 

7 . - Nuevas proteinas inactivadoras de riboso- 
mas (RIPs), segun las reivindicaciones 1 a 3, caracteriza- 
das porgue la proteina se denomina Racemosina b y se aisla 
de corteza de Sambucus racemosa L. 

8. - Nuevas proteinas inactivadoras de riboso- 
mas (RIPs), segun la reivindicaci6n 4, caracterizadas 
porque dicha Nigrina b presenta una masa molecular relativa 
determinada por electroforesis en geles de poliacrilamida 
de 26.000 para la cadena A y de 32.000 para la cadena B en 
presencia de reductor y de 58.000 en su ausencia, y porque 
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sus cadenas poseen las siguientes secuencias de aminoacidos 
en el extremo amino-terminal : 

- Cadena A: 

lie Asp Tyr Pro Ser Val Ser Phe Asn Leu Asp 
5 15 10 

Gly Ala Val Ser Ala Thr Tyr Arg Asp Phe 
15 20 

Leu Ser Asn 

- Cadena B: 

10 Asp Gly Glu Thr Xxx Thr Leu Xxx Thr Ser 

1 5 10 

Phe Thr Arg Asn lie Val Gly Arg Asp Gly 

15 20 

Leu Xxx Val Asp 

15 en las que Xxx representa cualquier aminoacido. 

9 . - Nuevas proteinas inactivadoras de riboso- 
mas (RlPs), segun la reivindicaci6n 5, caracterizadas 
porgue dicha Nigrina 1 basica presenta una masa molecular 
relativa determinada por electroforesis en geles de 

20 poliacrilamida de 66.000 en ausencia de reductor y de 
32.000 para la cadena A y 34.000 para la cadena B en 
presencia de reductor y porque sus cadenas poseen las 
siguientes secuencias de aminoacidos en el extremo amino- 
terminal : 

25 - Cadena A: aminoacido del extremo amino- 

terminal blogueado. 

- Cadena B: 

Ala Pro Xxx Tyr Pro Thr Xxx Xxx 
1 5 
30 10.- Nuevas proteinas inactivadoras de 

ribosomas (RIPs), segun la reivindicaci6n 6, caracterizadas 
porque dicha Ebulina 1 presenta una masa molecular relativa 
determinada por electroforesis en geles de poliacrilamida 
de 26.000 para la cadena A y de 30.000 para la cadena B en 
35 presencia de reductor y de 56.000 en su ausencia, y porque 
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posee las siguientes secuencias de aminoacidos en el 
extremo amino-terminal : 
- Cadena A: 

lie Asp Tyr Pro Ser Val Ser Phe Asn Leu Ala 
5 15 10 

Gly Ala Lys Ser Thr Thr Tyr Arg Asp Phe Leu 
15 20 

Lys Asn Leu 
25 

10 - Cadena B: 

Asp Gly Glu Thr Xxx Ala lie Pro Ala Pro Phe 

15 10 
Thr Arg Arg lie Val Gly Xxx Asp Gly Leu Glu 
15 20 

15 Val Asp Pro 

25 

en las que Xxx representa cualquier aminoacido. 

11.- Nuevas proteinas inactivadoras de 
ribosomas (RIPs), segun la reivindicaci6n 7, caracterizadas 

20 porque dicha Racemosina b presenta una masa molecular 
relativa determinada por electroforesis en geles de 
poliacrilamida de 58.000 en ausencia de reductor, y de 
27.500 para la cadena A y de 29.500 para la cadena B en 
presencia de reductor. 

25 12.- Procedimiento para la obtencion de nuevas 

proteinas inactivadoras de ribosomas (RIPs) de dos cadfenas 
no t6xicas, segun la reivindicaci6n 1, mediante aislamiento 
de plantas no t6xicas, caracterizado porque comprende unas 
primeras operaciones de extracci6n de la parte correspon- 

30 diente de la planta con una soluci6n acuosa a base de 
cloruro s6dico y fosfato monos6dico, para obtener un 
extracto que (i) sea capaz de inhibir la sintesis de 
proteinas y (ii) tenga actividad aglutinante de eritrocitos 
humanos, seguido de concentraci6n de los extractos y 

35 purif icaci6n de los mismos mediante tecnicas de cromatogra- 
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fia de intercambio i6nico y/o afinidad y de exclusi6n 
molecular. 

13. - Procedimiento segun la reivindicaci6n 12, 
para la obtenci6n de RIPs de dos cadenas no t6xicas de tipo 

5 &cido, caracterizado porque comprende obtener un extracto 
proteico crudo de la planta no t6xica previamente seleccio- 
nada con cloruro s6dico y fosfato monos6dico capaz de 
inhibir la sintesis de protelnas en lisados de reticuloci- 
tos de conejo y con actividad aglutinante de eritrocitos 

10 humanos; someter dicho extracto a cromatografla de afinidad 
sobre Sepharosa 6B tratada con &cido y eluci6n con D- 
galactosa o lactosa; someter los picos correspondientes a 
las proteinas a cromatografla de exclusi6n molecular; 
obtener los picos conteniendo las lectinas y las RIPs de 

15 dos cadenas no t6xicas y finalmente efectuar un an&lisis de 
inhibici6n de sintesis de proteinas para seleccionar el 
pico que inhibe dicha sintesis de proteinas. 

14. - Procedimiento segun la reivindicaci6n 13, 
caracterizado porque la planta no t6xica pertenece al 

20 genero Sambucus. 

15. - Procedimiento segun la reivindicacifin 14, 
caracterizado porque la RIP de dos cadenas no t6xica de 
tipo cicido es Nigrina b y se obtiene mediante las siguien- 
tes operaciones: 

25 a) extraer corteza de Sambucus nigra L., 

previamente molida con una soluci6n acuosa de NaCl y 
NaP0 4 H 2 ; 

b) filtrar el extracto liquido resultante a 
traves de una malla y centrifugar el filtrado; 
30 c) aplicar el fluido sobrenadante a una 

columna para cromatograf ia de afinidad equilibrada con un 
tamp6n de extracci6n y lavar la columna con un tamp6n de 
extracci6n; 

d) eluir la columna lavada con un tamp6n de 
35 extracci6n conteniendo D-galactosa y recoger la fracci6n 
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protelnica; 

e) dializar y liofilizar la fraccion protelni- 
ca obtenida y someterla a una cromatograf la de exclusifin 
molecular previamente disuelta en NaCl NaH 2 P0 4 rindiendo el 
5 eluato tres picos de los cuales el segundo de ellos 
corresponde a la Nigrina b. 

16. - Procedimiento segun la reivindicaci6n 14, 
caracterizado porque la RIP de dos cadenas no t6xica de 
tipo acido es Ebulina 1 y se obtiene mediante las siguien- 

10 tes operaciones: 

a) extraer las hojas de Sambucus ebulus L., 
previamente molidas con una soluci6n acuosa de NaCl y 
NaP0 4 H 2 ; 

b) filtrar el extracto liquido resultante a 
15 travel de una malla y centrifugar el filtrado; 

c) aplicar el fluido sobrenadante a una 
columna para cromatograf ia de afinidad eguilibrada con un 
tampdn de extraccidn y lavar la columna con un tampon de 
extracci6n; 

20 d) eluir la columna lavada con un tamp6n de 

extracci6n conteniendo D-galactosa y recoger la fraccifin 
proteinica; 

e) concentrar la fracci6n proteinica y 
aplicarla a otra columna para cromatograf ia de exclusi6n 
25 molecular eguilibrada con NaCl y NaE^PC^ rindiendo el eluato 
picos prot6icos de los cuales el ultimo de ellos correspon- 
de a la Ebulina 1 . 

17. - Procedimiento segun la reivindicaci6n 12, 
para la obtenci6n de RIPs de dos cadenas no t6xicas de tipo 

30 basico, caracterizado porque comprende obtener un extracto 
prot^ico crudo de la planta no toxica previamente seleccio- 
nada con cloruro s6dico y fosfato monos6dico capaz de 
inhibir la sintesis de proteina en lisados de reticulocitos 
de conejo y con actividad aglutinante de eritrocitos 

35 humanos; someter dicho extracto a cromatograf ia de cambio 
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i6nico de proteinas basicas sobre S-Sepharose FF seleccio- 
nando los picos proteicos que inhiben la sintesis de 
proteinas ; someter los picos seleccionados a una segunda 
cromatograf ia sobre CM-Sepharose FF, seleccionando nueva- 
5 mente los que inhiben la sintesis de proteinas para 
concentrarlos con Amicon y someterlos finalmente a una 
cromatograf ia de exclusi6n molecular. 

18. - Procedimiento segun la reivindicaci6n 17, 
caracterizado porque la planta no t6xica pertenece al 

10 genero Sambucus. 

19. - Procedimiento segun la reivindicaci6n 18, 
caracterizado porque la RIP de dos cadenas no t6xica de 
tipo basico es la nigrina 1 basica y se obtiene mediante 
las siguientes operaciones: 

15 a) extraer las hojas de Sambucus nigra L, con 

una solucibn acuosa de NaCl y NaP0 4 H 2 ; 

b) filtrar la pasta resultante a traves de una 
malla y centrifugar el filtrado previamente acidulado; 

c) someter el fluido obtenido previamente 
20 acidulado a una cromatograf ia de intercambio i6nico, 

lavando primeramente la columna con acetato s6dico y 
despu6s con fosfato monos6dico; 

d) eluir la columna lavada con una soluci6n de 
cloruro sfidico y fosfato monos6dico y recoger la fracci6n 

25 prot^ica; 

e) someter dicha fracci6n prot6ica a cromato- 
grafia de intercambio i<5nico en gradiente de fuerza i6hica 
separandose las fracciones que contienen la Nigrina 1 
basica; 

30 f) someter las fracciones anteriores concen- 

tradas a cromatografia de exclusi6n molecular para obtener 
la Nigrina 1 basica. 

20.- Procedimiento segun la reivindicaci6n 18, 
caracterizado porque la RIP de dos cadenas no t6xica de 

35 tipo basico es la racemosina b y se obtiene mediante las 
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siguientes operaciones: 

a) extraer la corteza de Sambucus racemosa 
con una soluci6n acuosa de NaCl y NaP0 4 H 2 ; 

b) filtrar la pasta resultante a trav6s de una 
5 malla y centrifugar el filtrado previamente acidulado; 

c) someter el fluido obtenido previamente 
acidulado a una cromatograf ia de intercambio i6nico, 
lavando primeramente la columna con acetato s6dico y 
despues con fosfato monos6dico; 

10 d) eluir la columna lavada con una soluci6n de 

cloruro s6dico y fosfato monos6dico y recoger la fracci6n 
proteica; 

e) someter dicha fracci6n proteica a cromato- 
graf ia de intercambio i6nico en gradiente de fuerza i6nica, 

15 separandose las fracciones que contienen la Racemosina b; 

f) someter las fracciones anteriores concen- 
tradas a cromatograf ia de exclusi6n molecular para obtener 
la Racemosina b. 

21. - Utilizaci6n de las proteinas inactivado- 
20 ras de ribosomas de dos cadenas no t6xicas para la inacti- 

vaci6n in vitro de ribosomas sensibles a la toxina. 

22. - Utilizaci6n de las proteinas inactivado- 
ras de ribosomas de dos cadenas no t6xicas para la inacti- 
vaci6n in vitro del acido ribonucl§ico ribos6mico de 

25 mamif eros . 

23. - Utilizaci6n de las proteinas inactivado- 
ras de ribosomas en la construcci6n de conjugados con otras 
especies quimicas destinados a inhibir la biosintesis de 
proteinas por inactivaci6n in vivo de ribosomas de organis- 

30 mos eucariontes. 

24. - Utilizacidn de las proteinas inactivado- 
ras de ribosomas de dos cadenas no t6xicas para inhibir la 
propagacion funcional ( in vivo y en celulas intactas 
aisladas) de ficido ribonuclSico, en enfermedades provocadas 

35 o mantenidas por virus cuyo contenido genitico sea acido 
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ribonucleico (virus ARN) . 

25. - Utilizacion terapeutica de las proteinas 
inactivadoras de ribosomas de dos cadenas no t6xicas, bien 
solas o en forma de conjugado con otras especies quimicas, 

5 para inactivar celulas bianco especificas en seres humanos 
y animales de experimentaci6n. 

26. - Utilizaci6n de las proteinas inactivado- 
ras de ribosomas de dos cadenas no t6xicas , obtenidas por 
t^cnicas de clonacifin molecular para las aplicaciones 

10 mencionadas en cualquiera de las reivindicaciones anterio- 
res . 

27. - Utilizaci6n de las proteinas inactivado- 
ras de ribosomas de dos cadenas no t6xicas, segun cualquie- 
ra de las reivindicaciones 21 a 26 anteriores, en que 

15 dichas proteinas se emplean modificadas guimicamente por 
alquilaci6n y/o tiolaci6n. 

28. - Utilizaci6n de la Nigrina b para la 
inactivaci6n in vitro de ribosomas sensibles a la toxina. 

29. - Utilizaci6n de la Nigrina b para la 
20 inactivaci6n in vitro del acido ribonucleico ribos6mico de 

mamif eros . 

30. - Utilizaci6n de la Nigrina b en la 
construcci6n de conjugados con otras especies quimicas 
destinados a inhibir la biosintesis de proteinas por 

25 inactivaci6n in vivo de ribosomas de organismos eucarion- 
tes . 

31. - Utilizaci6n de la Nigrina b para inhibir 
la propagaci6n funcional ( in vivo y en celulas intactas 
aisladas) de acido ribonucleico en enfermedades provocadas 

30 o mantenidas por virus cuyo contenido genetico sea acido 
ribonucleico (virus ARN) . 

32. - Utilizaci6n terapeutica de la Nigrina b 
bien libre, bien en forma de conjugado con otras especies 
quimicas para inactivar celulas bianco especificas en seres 

35 humanos y animales de experimentaci6n. 
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33.- Utilizaci6n de la Nigrina b obtenida por 
tecnicas de clonaci6n molecular para las aplicaciones 
mencionadas en cualguiera de las reivindicaciones anterio- 
res . 

5 34 . - Utilizaci6n de la Nigrina b segun 

cualguiera de las reivindicaciones 28 a 33, en que dicha 
Nigrina b se emplea modificada quimicamente por alguilaci6n 
y/o tiolaci6n. 

35. - Utilizaci6n de la Nigrina 1 basica para 
10 la inactivaci6n in vitro de ribosomas sensibles a la 

toxina . 

36. - Utilizaci6n de la Nigrina 1 basica para 
la inactivaci6n in vitro del acido ribonucleico ribos6mico 
de mamif eros . 

15 37.- Utilizaci6n de la Nigrina 1 basica en la 

construcci6n de conjugados con otras especies guimicas 
destinados a inhibir la biosintesis de proteinas por 
inactivaci6n in vivo de ribosomas de organismos eucarion- 
tes . 

20 38.- Utilizaci6n de la Nigrina 1 basica para 

inhibir la propagaci6n funcional ( in vivo y en celulas 
intactas aisladas) de acido ribonucleico en enfermedades 
provocadas o mantenidas por virus cuyo contenido genetico 
sea acido ribonucleico (virus ARN) . 

25 39.- Utilizaci6n terapeutica de la Nigrina 1 

basica bien libre, bien en forma de conjugado con otras 
especies guimicas, para inactivar celulas bianco especifi- 
cas en seres humanos y animales de experimentacidn. 

40. - Utilizaci6n de la Nigrina 1 basica, 
30 obtenida por tecnicas de clonaci6n molecular para las 

aplicaciones mencionadas en cualguiera de las reivindica- 
ciones anteriores. 

41. - Utilizaci6n de la Nigrina 1 basica, segun 
cualguiera de las reivindicaciones 35 a 40, en que dicha 

35 Nigrina 1 basica se emplea modificada quimicamente por 
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alquilaci6n y/o tiolaci6n. 

42. - Utilizaci6n de la Ebulina 1 para la 
inactivaci6n in vitro de ribosomas sensibles a la toxina. 

43. - Utilizaci6n de la Ebulina 1 para la 
5 inactivaci6n in vitro del acido ribonucleic© ribosfimico de 

mamif eros . 

44. - Utilizaci6n de la Ebulina 1 en la 
construcci6n de conjugados con otras especies quimicas 
destinados a inhibir la biosintesis de proteinas por 

10 inactivaci6n in vivo de ribosomas de organismos eucarion- 
tes . 

45. - Utilizaci6n de la Ebulina 1 para inhibir 
la propagaci6n funcional ( in vivo y en celulas intactas 
aisladas) de acido ribonucleico en enfermedades provocadas 

15 o mantenidas por virus cuyo contenido gen6tico sea acido 
ribonucleico (virus ARN) . 

46. - Utilizaci6n terapeutica de la Ebulina 1 
bien libre, bien en forma de conjugado con otras especies 
quimicas, para inactivar c61ulas bianco especificas en 

20 seres humanos y animales de experimentacidn. 

47. - Utilizaci6n de la Ebulina 1 obtenida por 
tecnicas de clonaci6n molecular para las aplicaciones 
mencionadas en cualquiera de las reivindicaciones anterio- 
res . 

25 48.- Utilizaci6n de la Ebulina 1, segun 

cualquiera de las reivindicaciones 42 a 47 en que dicha 
Ebulina 1 se emplea modif icada quimicamente por alquilaci6n 
y/o tiolaci6n. 

49. - Utilizaci6n de la Racemosina b para la 
30 inactivaci6n in vitro de ribosomas sensibles a la toxina. 

50. - Utilizaci6n de la Racemosina b para la 
inactivaci6n in vitro del acido ribonucleico ribos6micb de 
mamif eros. 

51. - Utilizaci6n de la Racemosina b en la 
35 construcci6n de conjugados con otras especies quimicas 
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destinados a inhibir la biosintesis de proteinas por 
inactivaci6n in vivo de ribosomas de organismos eucarion- 
tes . 

52. - Utilizaci6n de la Racemosina b para 
5 inhibir la propagaci6n funcional ( in vivo y en celulas 

intactas aisladas) de acido ribonucl£ico, en enfermedades 
provocadas o mantenidas por virus cuyo contenido gen6tico 
sea acido ribonucleico (virus ARN) . 

53. - Utilizaci6n terapeutica de la Racemosina 
10 b bien libre, bien en forma de conjugado con otras especies 

quimicas, para inactivar celulas bianco especificas en 
seres humanos y animales de experimentaci6n. 

54 . -Utilizaci6n de la Racemosina b obtenida 
por tecnicas de clonaci6n molecular para las aplicaciones 

15 mencionadas en cualquiera de las reivindicaciones anterio- 
res . 

55. - Utilizaci6n de la Racemosina b segun 
cualquiera de las reivindicaciones 49 a 54, en que dicha 
Racemosina b se emplea modif icada quimicamente por alquila- 

20 ci6n y/o tiolaci6n. 

56. - Utilizacion de las proteinas inactivado- 
ras de ribosomas de dos cadenas no t6xicas, segun cualquie- 
ra de las reivindicaciones 21 a 55, para la potencial 
terapia del cancer y el sindrome de inmunodef iciencia 

25 adquirida (SIDA). 
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* — ' because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

Observation : Although claims 25,32,39,46,53 and part of claims 24,26,27,31, 
33,34,40,41,45,47,48,52,54,55 (in the case of a method in vivo), relate to 
a method for treating animals or the human body, the search has been carried 
out on the basis of the supposed effects of the compound. 

2. Qjj Claims Nos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



3. I I Claims Nos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1. | | As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchable claims. 

2. | | As all searchable claims couldbe searched without effort justifyingan additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3. I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
l—J covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



4. I I No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
■— ' restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 



Remark on Protest | | The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

| | No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL 



Solidu .temadonal N' 

PCT/ES 94/00020 



A. CLASIFICACION DE LA INYENCION 

CIP 5 C07K15/10 C07K3/02 



A61K37/02 



Segun la clasificari6n intemadonal de patents (CIP) o scgun la clasificad6n nadonal y la CIP 



B . SECTORES COMPRENDIDOS POR LA BUSQUEDA 



Documentation minima consul tada (sistema dc claafic&cion seguido de los sunbolos dc dasficadon ) 

CIP 5 C07K A61K 



Otra documentad6n consultada'ademas de la documentacion minima en la me Ada en que tales documentos fonnan parte de loi sectoral comprendidot por 
la busqueda 



Base de datos electronic* consul tada durante la busqueda intemadonal (nombre de la base de datos, y cuando sea aplicablc, tcrminos de busqueda 
uulizados) 



C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS PERTINENTES 



Categorta* 



Identification del documento, con indication, cuando sc adecuado, dc los pasajes pertinentes 



N* de las rdvimncadorjei 
pertinentes 



BIOTECHNOLOGY 

vol. 10, num. 4 , Mayo 1992 , NEW YORK US 
p&ginas 405 - 412 
FI0RENZ0 STIRPE ET AL. 
'Ribosome-inactivating proteins from 
plants: present status and future 
prospects' 



ver resumen 

ver p&gina 406, column a izquierda, pa>rafo 
3; tabla 2 

ver pSgina 407, columna derecha, pSrrafo 2 
- pSgina 408, columna izquierda, pa>rafo 1 
ver pSgina 408, columna izquierda, pirrafo 
3 - columna derecha, pa>rafo 3 
ver pigina 409, columna izquierda, paYrafo 
2 - columna derecha, pSrrafo 1 

-/-- 



23 



1,12,21, 
24-26 



En la continuation del Reeuadro C se reladonan 
documentos adidonales 



□ 



Vcase el Anexo de la familia de patentes. 



* Categories espedales de documentos titados 

A" documento que define el estado general de la tecnica, no 
considerado como parti cularmente peronente 

E* documento anterior, publicado ya sea en la fecha de presen- 
tadon intemadonal o con posteriordad a la misma 

L" documento que puede plantear oudas sobre ravindicadon(es) 
de priori dad o que se dta para determinar la fecha de 
pubucacicn de otra dta o por una razon especial (como la espedficada) 

O" documento que se refiere a una divulgadon oral, a un em- 
pleo, a una expoad6n o a cualquier otro Qpo dc medio 

P* documento publicado antes de la fecha dc prescntadon intemadonal, 
pero con posterioridad a la fecha de priondad rcivindicada 



T* documento ulterior publicado con posterioridad a la fecha dc 

presentation intemadonal o de pnoridad y que no esta en conflicto 
con la solidtud, pero que se dta para comprender el prindpio o la 
teorla que consutuye la base de la invenddn 

"X* documento de particular importanda; la invendon ravindicirli 
no puede considerarse nueva o no puede considerane que implique 
actividad inventiva cuando se considera d documento aisladamente 

'Y" documento de especial importanda; no puede considerarse que la 
invendon rdnvindicada implique actividad inventiva cuando d 
documento este combinado con otro u otros documentos, cuya 
combinaddn sea evidente para un cxperto en la materia 

'&' documento que forma parte de la misma familia de patentes 



Fecha en la que se ha conclmdo efectivamente la busqueda intemadonal 

27 Junio 1994 



Fecha de expedidon del presente informe de busqueda intemadonal 



09. 08. 94 



Nombre y dire cd on postal de la Admimstradon encargada de la busqueda 
intemadonal European Patent Office, P.B. S81 8 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Td. (+ 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax ( + 31-70) 340-3016 



Fundonario autorizado 



Montero Lopez, B 



Fermulirio PCT/ISA/210 (Mfunda hoj>) (Julio d« 1993) 
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INFORME OE BUSQUEOA INTERNACIONAL 



SoIiciD teraiaonil N* 

PCT/ES 94/00020 



C(continuici6n) DOCUMENTOS CONSIDERADOS PERTINENTES 



Cxtcgori*" Identification de los documcntos atidos, con indication, cuando se adecuado, dc lot pasajei pcrtinenta 



N* dc las ravinrtirarionei 
pertinentet 



P,X 



p,x 



PLANT MOLECULAR BIOLOGY. 

vol. 22, num. 6 , Septiembre 1993 , 

DORDRECHT NL 

piginas 1181 - 1186 

TOMAS GIRB6S ET AL. 'Isolation and partial 
characterization of nigrin b, a non-toxic 
novel type 2 ribosome-inactivating protein 
from the bark of Sambucus nigra L.' 
ver resumen 

ver p&gina 1181, column a derecha, pirrafo 
1 - pdgina 1185, column a izquierda, 
paYrafo 2 

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 
vol. 268, num. 24 , 25 Agosto 1993 , 
BALTIMORE, MD US 
pSginas 18195 - 18199 

TOMAS GIRBCS ET AL. 'Ebulin 1, a nontoxic 
novel type 2 ribosome-inactivating protein 
from Sambucus ebulus L. leaves' 
ver resumen 

ver pSgina 18195, columna derecha, paYrafo 
3 

ver pdgina 18196, columna izquierda, 
pSrrafo 2 

ver pSgina 18197, columna derecha, paYrafo 
1 - pdgina 18199, columna derecha, pirrafo 
1 



1-4,8, 
12-15, 
21,22, 
24,28, 
29,56 



1-3,6, 
10, 

12-14, 
16,21, 
22,24, 
42,43, 
45,56 



Foimulwio PCT/ISA/310 (contimiadon de It ntundi hoji) (Julio d< 1992) 
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INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL 



Sdidtudlntefnacional H° 
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Recuadro I Observaclones cuando no han podido efcctuarse biisquedas sobre ciertas reivindicaclones (continuacion del 
punto 1 de la primera hoja) . 



Este inforrne de busqueda intemacional no se ha establecido respecto de ciertas reivindicaciones, en virtud del Arti'culo 17.2)a), 
por las razones siguientes: 



X 



Reivindicaciones Nos.: 

debido a que se refieren a objetos para los que no se ha solicitado a esta Administracion su busqueda, concretamente: 

Observacion: Aunque las reivindicaciones 25,32,39,46,53 y parcial- 
mente las reivindicaciones 24,26,27,31,33,34,40,41,45,47,48,52,54,55 
(en caso de tratarse de un metodo en vivo), se refieren a un metodo 
de tratamiento de animales o del cuerpo huraano, la busqueda se ha 
„ e | a ¥_$S?di_Boikftfci.: a los supuestos efectos del compuesto. 

I 1 debido a que se reOeren a partes de la solicitud intemacional que no cumplen con las exigencias prescritas, de forma que 

no puede realizarse una busqueda intemacional signifjcativa, especi'Gcamente: 



3. I | Reivindicaciones Nos.: 

I 1 debido a que son reivindicaciones dependientes y no estan redactadas de cotiformidad con la segunda y tercera Erases de 

la Regla 6.4.a). 



Recuadro II Observaciones cuando falta la unidad de la invencion (Continuacion del punto 2 de la primera hoja) 



La Administracion encargada de la busqueda intemacional ha encontrado invenciones multiples en esta solicitud intemacional, 
como se indica a continuacion: 



1. I I Debido a que todas las tasas adicionales de busqueda exigidas fueron pagadas en su momenta por el solicitante, este 
infonne de busqueda intemacional abarca todas las reivindicaciones para las que puede efectuarse la busqueda. 



2. I I Debido a que puede efectuarse la busqueda respecto de todas las reivindicaciones suscep_tibles de busqueda sin esfuerzo 
' ' que justiSque una tase adicional, esta Administracion no invita a pagar ninguna tasa adicional. 



3. 



4. 



□ Debido a que soloalgunas de las tasas adicionales de busqueda requeridas fueron pagadas en sumomento por el solicitante, 
este infonne de busqueda intemacional abarca unicamente las reivindicaciones para las que fueron pagadas las tasas, 
especiOcamente las reivindicaciones Nos.: 



□ El solicitante no pago en su momento las tasas adicionales de busqueda requeridas. En consecuencia r este infonne de 
busqueda intemacional se resrringe a la invencion mencionada en primer lugar en las reivindicaciones; abarca las 
reivindicaciones Nosj 



Observacion sobre protesta | | Las tasas de busqueda adicional fueron acompanadas por protesta del soli 

| | Ninguna protesta acompano al pago de las tasas de busqueda adicional. 



lcitante. 



Formulario PCT/ISAj710 (continuacion de la primera hoja (1)) (julio de 1992) 



